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論 文 内 容 要 旨
内因性estrogenが 顕 著 な低 コ レス テ ロ ール作 用 を示 す ことか らnOn-en 、docrine
acti。 且のみ を期 待 して種 々化 学 修 飾 を施 した変 形 ス テ ロイ ドが 数多 く工 夫 され る に いたつ て い る。
3-deoxyes霊rone(DOE)は この よ うな 目的 に沿 つ て開 発 さ れた代 表 的 な脱 コ1/ス テ ロ ール
剤 の 一つ で あ り現 在臨 床 に広 く便 用 され て い る 。
内因性 メ テ ロ イ ドの体 内代謝 は 今 日そ の様 相 が ほぼ 明 らか に され て い るが変 形 ス テ ロ イ ドのそ れ
は か な らず し も充 分 とは い い難 い 。 ス テロ イ ド剤 の生 体 内挙 勲 運命 の観 察 は薬 物 の有 効 性 と安全
牲 の評 価 に きわ め て:重要 で あ り,著 者は この よ うな観 点 か らDOEの 体 内 代謝 に関 す る研究 に着手
した 。
L3・ 一Deoxyes重rOne代 謝産 物標 品の 合成
estro鐸enの 体 内変 換 に 論い て16位 酸素化 はその 重 要 性 がす で に指 摘 さ れて 訟 り,6位 酸 素
,化 雪 よ くみ られ る代 謝様 式 で あ る。 また,家 兎尿 中の 主た るestrogenは17α 水 酸 基 構造 を も
つ こ と炉 知 られ てい る。 そ こでDOE代 謝産 物 を 同定す るた めの標 品 と して それ ら化 合 物 な らび に
誘導 体 の合成 を試 み た 。
まず 。GaUagherら に ょ り開発 された 方法 に準 じ16,17℃xygenatedestra-
16 -e恥lacetate(1)を 基幹 物 質 と しke-tfienesの合成 を行 なつ だ
oす なわ ちg△
tol転 移 を 利 用 して16α,1718-dihydroxy体(5),1 .6沈 工7β一dihydroxy体
(g).,・16β 一hydroxy-17-oxo体(19)を 製 しだ。cis-16(～17α 一g監yco童(17)
は△16体 ぐ・6)の 四酸 化 オ ス ミウム酸イヒに よ り,・7α 一hyd,。xy体(22,26)は ・7β一
tosylate、(21,25)をWaideロ 反 転 さぜ て得 た 。 また6-hydrσxy体(34,43)は そ
れ ぞ れ6-Oxo体(29)の}拍BH4還 元 な らびにPtO2を 用 いる接 触還 元 に ょ り合 成 した
(Chart1,2)0
2.3-DeoxyesuOneの 家 兎尿 中代 謝 産物 ・
家 兎 に 澄 け るestrogenの 代 謝 と りわ け抱 合 に つい て はす で にLay匝e一 派 に より広範 な研 究
が な され て い る。最 近,抱 合 体 は必 らず しも最:終産物 では な く薬 理 作 用発 現 上重 要 な役 割 を演 ず る
場 合 の ある ことが見 出 され注 目を あび て い る。 また,芳 香 環 の酵 素 的 水酸 化 に 誇い て"NIH
shiftぞ と呼 ば れ る現 象 が見 出 され 水酸化機 構 に関 して重要 な示唆 が 与 え られ るにい た つた 。著者 は
これ らの事 実 に注 目 しDOEの 家 兎尿 中代 謝 物 とそ れ らの抱 合様 式 の検 討 な らびに芳 香 環 水酸 化機



































































































































































































































1)3-Deoxyestrone代 謝産 物 の単 離 と構 造
DO露 を成 熟雄 性 家 兎 に経 口投与 後摘 集 した尿 を 常法 通 り,8-glUCUronidase水 解,
solvolysisに 付 し アル ミナ ク ロ マ トグ ラ フイ ー翁 よびTLCを 併 用 して主代 謝 産物 を分離 した 。
代 謝産 物 の構 造 はKMR,mas馬IR,ス ペ ク トル な らび に ⑦LC,GLGな どの物 理的 手 法 さ ら
に 呈 色 反応,誘 導 体 生 成 な どの化学 的手 法 に よ り確 認 した。 そ の結果Chart3に 示す8種 め代 謝



























2)3-Deoxyestrone代 謝 産 物 の抱 合形 式
1)と 同様 にDOEを 揖 一与後 捕 集 した尿 をn一 プタ ノールで 抽 出 し抱 合 体 画 分 を得 た。 まず,
SephadexLH-20を 用 い て分 離,精 製 を行 ないKを 結 晶 状に 単離 した 。 他 の抱 合体 は 常法通
りacetate一 膿ethylest町 に誘 導 して アル ミナ ク ロマ トグ ラ フィ ーな らび にTLCに よ り
分 離 した 。NMR,mass,IRス ベ ク トルさ らに酵 素 水 解,呈 色 反応 な どの 結果 か らChart4
に示 す 抱 合 体4種 の 構造 を明 らか にす る ことがで きた。
3)3-Deoxyestrone芳 香 環:水酸化 に誇 け る標 識 重水 素 の転 移
重 水 素 を標 識 した2-deuterio一 な らび に3-deuterio-DOEを 合 成 し1)と 同様 に
家 兎に経[]投.与 した 。 主代 謝産 物,2-hydroxy-DOE細 よび17α 一estradiolを 単離 し
重 水 素 の保 持 率 とそ の標 識位 置 をmass,NMRス ペク トル よ り精査 した。 そ の結果 標 識重 水 素 は
2位 水 酸化 で は3位 に,一 方3位 水酸 化 で は2,4位 に 約5:2の 割合 で そ れ ぞれ 転移 ナ る ことが






































































DOEは 主 と して ま ず3位 に水 酸 化 を う け た の ち 内 因 性 θstrOgenと 同 様 の 経 路 に よ り変 換
を う け る こ と な ど が 明 ら か と な つ た 。 ま た,極 性 化 を 伴 う6位 水 酸 化 は 従 来 抱 合 の 代 償 機 構 と推
測 さ れ て き た が 著 者 の 結 果 か ら み て こ の 種 の 説 明 は 普 遍 性 に とぼ しい こ と が 判 明 し た 。
酸 化 的 薬 物 代 謝 酵 素 と ス テ ロ イ ド水 酸 化 酵 素 と の 間 に 多 くの 類 似 点 の あ る ことが 指摘 さ れて い るQ
DOEの 芳 香 環 水 酸 化 に 翁 い て も"MHshi丘"が み ら れ た こ と は こ れ を 強 く支 持 す る もの で
一46一
あ り,ま た 中 間体 と して2,3-oxldeの 関 一与が示唆 され た。
3.3-Deoxyestroneの ラ ッ ト尿 中 代謝 塵物
・
estrogenは ラ ツ トに訟 いて2位 水 酸化 を うけ た後 ある条 件 下で グル タテオ ン と抱 合 す る こ と
が報 告 され て澄 り,e6trogenの 新 しい代謝 型 式 と して 注 目さ れ てい る。著 者 は ラ ツ トに 溢け る
DOEの 水 酸化 に着 目し生体 内運 命 と くにペ プチ ド抱 合 体の 生成 につ い て検討 した。
DOE-6,7-3Hを 腹腔 内投 一与後 尿 中 の91ucuronide,sulfateを 前述 の通 ρ水 解
し,遊 難 ス テ ロ イ ドを抽 出,分 離 した結 果Chart5に 示す 代 謝産 物 が同定 され た 。 非水 解性 画 分
(ペ プ チ ド抱合 体)はAmberliteXAD-2,SephadexG-25を 用 い る ク ロマ トグラ フ
ィーに付 し,さ らにDNP誘 導 体 に導 き精製 した 。 こ こに得 られ た ペ ブテ ド抱 合 体 は6N塩 酸 に よ
る水解,RaneyNiに よる脱 硫 反応 な どの結果 か らChart6に 示 す ご と くestroneな ら




































す でに報 告 されて い るestroge'nの グル
タテォ ン抱 合 に っい て は2-hydroxy-
estrogenを 中間 体 とす る機 構 が考 え られ
て い る。 しか し,DOEの 場 合XIX,XXの
生 成 は この機 構 で は説 明 されず これ とは異 な
る 新 しい 抱合 機 構の 関 与 が推 測 され る。
4,ラ ツ ト肝 ミク ロ ゾ ームに よる3-
Deoxyestroneの 水酸 化 とそれ に 凄 よぼす 薬
物 前投 与 の影 響
ある種 の薬 物,多 核 芳香 族 炭化 水 素 あるい
は 輩虫 剤 な どを 動物 に投与 す る とその 肝 ミク
ロ ゾ ーム(M.s)に 局在 す るNADPH依 存
性 酸化 酵素 の活 性 に変化 を来す が,こ の種 ゐ乳'
誘導 現 象は 薬 物 代謝 酵素 の研 究上 一 つ の:重要 な命題 となつ て い る。 そ こで代 表的 な誘導 剤 フエ ノバ
ル ビタ ール ぐPB),3一 メ テル コ ランス レ ン(Mc)の 前投 与 がDOEの 水 酸化 に 澄 よぼす 影 響
を検討 した。 へ
まず,雄 性幼 若 ラツ ト肝 よ り得 られだMs画 分 を用いNADPH-ge肥ratingsystem,
酸 素 の存 在 下DOE-6,7-3Hと イシ キ ユペ ー トした。 その結 果5種 の 代 謝産 物 の生 成 が認 め
られ2,3細'よ び6β 位 に水 酸化 の起 る ことが確 認 さ れた 。
ついでMG澄 よびPBを 前投 与 した 雄 性幼 若 ラツ ト肝MsとDOE-S,7-3Hを 前述 と同 様
イン キュ ベ ー トし2,3な らび に6位 水酸化 活性 を測 定 した。 そ の結果PB投 与 の 場 合芳 香環 水 酸
化 は ほ とん ど影 響 を うけ ない が6β 水 酸化 は対 照群 に比 し200%上 昇 がみ とめ られた 。他 方MG
投 与 で は芳 香環 水 酸 化 は対 照群 に比 して270砺 上昇 し2位 水 酸化/3位 水 酸化 は 約2倍 とな つた
が6β 水酸 化 に対 す る影響 はほ とん ど観 察 され なか つた 。
PBとMCに よる誘導 現 象 の この よ うな差 異 は異 なる水 酸化 酵 素系 の 存在 を示 唆 し興 味深 い もの
が ある 。 最近2種 の 肝 ミク ロ ゾームGO-bindiロgpigmentす なわ ちcytochrome
P-450とP-448が 存 在 し これ らが 相 互 に異 攻 る酵素 活 性 を有 す る こと,塵 たPBに よ りP-
450が 他方MCに よ りP-4ξ8が 特異 的 に誘導 され る こ とが明 らかに さ れ てい る。著 者 の結 果
は こ れ らの事 実 を 支持 す る もの で あ り,ス テ ロイ ド水 酸化 反 応 に異 な る酵 素 系 が 関与 してい る こ と
が示 唆 された 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研 究 は 脱 コ レス テ ロール 剤3-deoxyestrone(DOE)の 体内 代謝 を検 討 し.,ス テ ロイ ド
咳の変 換,新 規抱 合体 の 生成,芳 香 核 水酸 化 の 機 構な らびに 他薬 剤前 投与 の水酸 化 酵 素活 性 にお よぼ
す 影響 を明 らか に した もの で あ るQ
まず,代 謝 産物 同定 の ため の標 品 と して16,17一 。xygenated,6-hydr・xyお よび17α 一
hydroxy誘 導 体 の合 成 を 行 なつ たoっ い でDOEを 家 兎 に経 口投 与 後分 離 した尿 中 代謝 産 物8種
の購造 を物理 的 手法,微 量 化学 反 応 を駆 使 して推 定 し,合 成 標品 と の直 接 比較 に よ つて 確認 した。 一
方 これ らの抱 合 形式 を明 らか に す るため ブタ ノー ル抽 出物 を ゲル濾 過 に付 し,aCetate-methyl
esterに 誘導 して4種 のglucur・nideを 分 離 した。 この と き ユ6,17-epiestri・ 正がdi-
glUCur・nldeと して捕 捉 され た ことは 注 目に値 す る 。
さ らにDOEの2,3位 に 芳 香核 水酸 化が み られ る こと か らあ らか じめ これ らの位 置 を重 水素 標 識
した基 質を 含成 し,家 兎に投 与 後 単 離 した 尿 中代 謝 産 物2-hydr・xy-DOE,17α 一estradiol
のmass,NMRス ペ ク トル を測 定 した。そ の結果 水 酸 化 に伴 な い標 識重 水 素が 隣 接炭 素 に転 移 す る
いわ ゆ る'気NIH・bift"の 生 起す る こ とが 証 明 され た。 この 事実 は ステ ロイ ド水 酸化 酵 素 と薬
物 代謝 酵 素 の類 似性 を 支 持 す る もの で あ るc
つ ぎ に ラツ ト尿 中に み られ るDOEの 抱 合 型代 謝 産 物 を精 査 し,グ ル タチ オ ソが イ オ ウ原 子 を介 し ・
estr・ne,estradidのA環 に 結 合 した 新規 抱 合 体を 証 明 した。 カ テ コー ル 型 でな い グル タ
チオ ン抱 合体 は これ が 初 め てで あ り,・ 一キ ノ ンを経 由 しな い生 成 機 構 の 関与 が 示 唆 され る。
最後 に ラッ トに お ける2,3,6β 位 水 酸化 に お よぼす フエ ノバ ル ビ ター ル,3一 メチ ル コラ ンス レ
ンの影響 を検 討 した。す な わち これ ら誘 導 剤を 前 投 与 した ラ ツ トの肝 ミク ロ ゾー ム とDOEを イ ンキ
ユ ベ ー ト し,前 記水 酸化 物 の生 成量 を対 照群 と比 較 した。 そ の結果 フエ ノ・ミル ビタ ール で は6β 水 酸
化 の み が 上昇す る一 方,3一 メ チル コ ランス レン投与 で は 芳 香核 水酸 化 酵素 が 特異 的 に誘 導 され る こ ・
とが 判 明 した 。
以上 本論 文 は薬 物 の有 効性,安 全 性 の評 価 に きわ め て璽 要 な生 体 内連 命を 明 らかに した ばか りで な
く変形 ス テ ロイ ドの代 謝 形式 に関 し数 々の 新知 見 を 加 えた もので あ り,掌 位 を授 与 す る.に値 す る も の
と認 め る。
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